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DESCRIZIONE 

La presente invenzione riguarda coloranti fluorescenti del tipo 
cianina aventi un bracdo di legame alchinilico, la loro sintesi e il loro uso 
nella bioconiugazione e nella marcatura fluorescente di biomolecole, quali 
ad esempio nucleosidi, nucleotidi, acidi nucleici (DNA, RNA o PNA) e 
proteine, nonchfi il loro uso nella sintesi di coloranti fluorescenti ad ampio 
"Stokes shift". 

In alcune forme di realizzazione, le cianine dell'invenzione sono 
inoltre adatte essere utilizzate per la doppia marcatura di acidi nucleici e 
. proteine o altre biomolecole. In altre forme di realizzazione, le cianine 
dell'invenzione sono adatte ad essere utilizzate come "quencher", ossia 
molecole capaci di spegnere la fluorescenza emessa da fluorofori, da 
utilizzarsi in strutture del tipo "molecular beacon''. 

La tecnologia della marcatura fluorescrate di biomolecole e molto 
utilizzata in settori quali la biologia molecolare, la vomica, la proteomica, 
la chimica analitica, poich6 essa permette di realizzare test molto sensibili e 
specific!, competendo eflficacemente con le tecniche di marcatura radioattiva 
ed eaizimatica. 



Sonde di DNA maicate con coloranti fluorescenti si sono dimostrate 
reagenti pi^osi per la s^arazione e Tanalisi di molecole. Specifiche 
applicazioni di tali sonde fluorescenti includono ad esempio: 

1 . il sequenziamento automatico e la mappatura di DNA; 

2. ladetenninazionedeUaconcentrazionediiinasostanzacheleghiuiia 

seconda specie, per esempio reazioni di ibridazione del DNA, in 
tecniche quali la PGR in tempo reale, la ibridazione in-situ e il 
riconoscimento molecolare tramite molecular beacon; 

3. la localizzazione di biomolecole in cellule, in tessuti o in supporti 
iDsolubili per mezzo di tecniche quali la colorazione fluorescente, 

Anche le proteine marcate con sostanze fluorescenti sono strumenti 
analitici molto potenti che trovano^ applicazione in tecniche quali la 
microscopia in fluorescenza, immunosaggi in fluorescenza, chip di proteine 
e Telettroforesi capiUare in fluorescenza indotta laser. 

Recentemente si sono inoltre afferaiate tecniche per la rivelazione di 
acidi nucleici che fasmo uso di sonde contenenti coppie di marcatori in cui 
uno 6 un emettitore di fluorescenza e I'altro 6 un quencher. Le due molecole 
sono per esempio coniugate alle due estremitA di una sonda 
oligonucleotidica avente una sequenza centrale di legame airacido nucleico 
bersaglio. La sonda oUgonucleotidica assume una conforaiazione chiusa in 
virtu della piesenza di due brevi sequenze di basi complementari Tuna 
all'altra (generalmente di 5 a 10 basi ciascuna) che fiancheggiano la 
sequenza centrale di legame al bersaglio. Le due sequenze fiancheggianti in 
assenza di bers^lio sono capaci di dare origine a ima struttura ibridata per 
appaiamento intramolecolaie delle basi, nella quale il quenicher si trova in 



prossimM del fluorofbro, spegnendone in tal modo la fluoresoen2a. Qiiando 
la sonda oligonucleotidica trova una sequenza bersaglio conq)lementaie alia 
proEria sequenza centrale di legame, essa si apre per ibridarsi con essa, e il 
fluoroforo ed il quencher si allontanano in modo tale che il quencher non 
possa pia spegneie la jfluorescenza emessa dal -fluor<rforo, penmettendo 
quindi I'osservazione dell'emissione di fluorescenza in .piesenza del 
bersaglio. 

Tia i «dloiantil fluorescend le ciaiime trovano ampia applicazione come 
maxcatori di biomolecole in diverse tecmiche bioanalitiche g^e alle loro 
propriety chimico-fisiche quaH I'elevato coefficiente di estinzione, I'elevata 
resa quantica, I'indipendenza dal pH, il basso peso molecolare e la 
possibiUtii di efifettuaie saggi multipU con pi£i fluorofori-emettenti a. diverse 
lunghezze d'onda, contemporaneamente utiUzzati. Le cianine possono anche 
essere utilizzate come quencher se la loro struttura contiene per esempio dei 
nitrogruppi. 

Per essere utile come marcatore fluorescent© o come quencher nelle 
biocomugazioni, la cianina deve essere prowista di un adatto braccio 
frnmonalizzato per la fonnazione di un legame covalente con la 
biomolecola da marcare. 

Mentre la parte cromogenica della cianina e generalmente nota, 
rintioduzione di un braccio di legame fimzionalizzato per la coniugazione 
con la biomolecola rappresenta I'aspetto' innoA^vo di molte invenzioni 
riguardanti I'uso di coloranti fluorescenti come reagenti di marcatura. La 
licoca nel settore si h pertanto focalizzata sullo studio di bracci 
fimzionali22aii''innovativi, poich6 la chimica ed il comportamento di tali 



bracci funzionalizzati possono esercilare una notevole influenza suUa 
fluorescenza dell'intera molecola e su molte caratteristLche fisiche e 
chimiche quali ridrofobiciWidrofilicita, Taggregazione e lo spegnimento 
della fluorescenza per interazioni intramolecolaii. 

In generale b preferibile la presenza di un solo braccio di legame 
funzionalizzato suUa molecola di colorante fluorescent^, per evitare 
problemi di legami incrociati fira piu molecole uguali, di reticolazione, di 
feazioni multiple indesideiate o di purificazione; 

La sintesi di biomolecole marcate con composti fluoiescenti, ad esemp' 
nucleotidi, richiede numerosi passaggi tra cui la sintesi separata di 
nucleotide fuozionalizzato e di una molecola fluorescente funzionalizzai 
iaioro successiva coniugazione. 

Nella tecnica nota sono descritti diversi tipi di bracci di legame 
funzionalizzati adatti per la coniugazione di biomolecole con composti 
fluorescenti. 

Ad esempio il brevetto US 5486616 descrive un metodo per marcare 
biomolecole con cianine solubili in acqua contenenti un braccio di legame 
fiumonalizzato composto da una catena ^chilica t^mma^te con im gruppo 
funzionaie scelto ad esempio fira isotiocianato^ isocianato, 
monoclorotriazina, diclorotriazina, piridina mono o di alogeno sostituita, 
diazina mono o di alogeno sostituita, maleimide, aztridina, sulfonil cloruro, 
cloruro acilico, estere idrossisuccinimidico, estere 
idrossisuLfosuccimmidico, estexe imidico, idrazina, azidonitrofenile, azide, 
3-(2-piridil ditio)propionamide, ^^iossale, aldeide. 



Ancora, il brevetto US 5047519 descrive un procedimento per preparare 
nucleotidi marcad con coloianti fluoxescmti die comprende le seguenti &si: 
* attivazione del nucleotide alia sostituzione nucleofila aromatica mediante 
rintroduzione di un atomo di iodio nella posizione 5 di una pirimidina, nella 
posizione 8 di una purina o nella posizione 7 <ti una 7-deazapurina; 

- fosforilazione dello iodonucleotide per ottenere il corrispondente 
trifos&to; 

- introduzione di un gruppo funzionale propargilammim nella posizione 
attivata per mezzo di un attacco nucleofLLo secondo la reazione di Heck e 
catalisi con Pd(0); 

- sintesi di un coiorante fluorescente contenente un acido carbossilico; 

- preparazione dell'estere attivo delvcolorante fluorescente per attivarlo 
verso la reazione di sostituzione nucleofila acilica; 

- reazione fra il nucleotide modificato con il braccio propargilamminico con 
Testere attivo del coiorante fluoresc^te. 

In altemativa, il braccio di legame fimzionalizzato pud contenere un 
gruppo acido, che deve poi essere attivato per reagire con un gruppo 
aimninico suUa molecola <ii coiorante a dare un legame ammidico. 

In entrambi i casi d comunque necessaria I'attivazione del gruppo 
acido carbossilico, ad es^pio come estere attivo. 

Tuttavia, Tutilizzo di esteri attivi, ed in generale di gruppi 
caibossilici attivi, presenta notevoli svantaggi come la scarsa stabilita nel 
tempo e dif5coM di sintesi. 61i esteri attivi infatti sono molecole poco 
stabili se non in condizioni perfettamente anidie e presentano qiiindi 
considerevoli problemi di conservazione. Essi tendono a degradarsi nel 



tempo idroKzzandosi e la percentuate di prodotto attivo in una confezione 
diminuisce con il tempo. looltre, a causa della scarsa stabilita, ^ 
praticamente impossible conservaie ulterionnente il prodotto non utilizzato 
immediatamente dopo Tapertura della confezione. La necessity di opeiare 
semixe in o<mdiaom peifettam^rte airidre reade inoltre la sintesi di t^ 
composti particolarmente difficoltosa e costosa, essendo le puiificazioni da 
condursi con eluenti axddn. 

Scqpo della presente invamone d quindi queUo di fomire una 
molecola di colorante fluoiescente del tipo cianina prowista di un braccio di 
legame adatto per la coniugazione con biomolecole, quali ad esempio 
nucieosidi, nucieotidi, acidi nucleixri e proterne, che tuttavia non richieda la 
formazione di un gcuppo acido attivo durante la reazione di coniugazione. 

Tale scopo h raggiuntb da una cianina modificata con un braccio di 
legame alchinilico avente la seguente formula generate (I), incltisi i suoi 
tautomeri di valenza: 




(I) 



incui: 



R} d una catena alchilica lineare, satura o insatura, avente da 1 a 30 atomi di 
carbonio, in cui uno o pit atomi di carbonio sono eventualmente sostituiti 
ciascuno da un componente indipendentemente scelto fra un atomo di 
ossigeno o di zoifo, vai ^tuppo -MH- o ^ONH*, o un mggmppamento 
ciclico di atomi di caibonio a 4, S o 6 membri, aromatico o non aromatico^ 
in cui uno o piu atomi di carbonio sono eventualmente sostituiti ciascuno da 
un eteroatomo indipendentemente scelto fia ossigeno^ zolfo, azoto e selenio; 
Wi e W2 sono indipendentemente scelti tra un anello benzenico e un anello 
naftalenico, in cui uno o piu atomi di carbonio sono eventualmente sostituiti 
da uno o piu eteroatomi scelti fira ossigeno, zolfo, selenio e azoto, oppure 
uno tra Wi e W2 e assente, oppure entrambi sono assenti; 



Xi e X2 sono indipendentemente scelti nel gruppo che consiste di 
-Se-, -N-, -C(CH3)2, -CH=CH-, -NH-, o 

(CH2)j-CH3 



con j=l-20 e fc=l-20; 

R2, R3, R4, R5 ed R6 sono indipendentemente scelti fra idrogeno, -COOH, - 



lineare, satura o insatura, avente da 1 a 30 atomi di carbonio, in cui uno o 
piu atomi di carbonio sono eventualmente sostituiti ciascimo da im 
componente indipendentemente scelto fra im atomo di ossigeno o zolto, un 




<CH2)k-CH3 



OH, -NO2, -SO3H, -S03\ e -Rs-Y in cui R« 6 una catena alchilica 
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gruppo -NH- o -<::;ONH, o un raggnq>pamento cictico di atomi di carbonio a 
4, 5 o 6 m^bii, aromatiGO o non aromatiGO, in cui \mo o piu atomi di 
carbonio sono eventualmente sostituiti ciascuno da iin eteroatomo 
indipendentemente scelto fra ossigeno, zolfo» azoto o selenio ed in cui Y e 
scelto nel gn^ppo che o<msiste <S kbrog^o, carbossile, carb<Hi]le, aaoomaino, 
siilfidrile, tiocianato, isotiocianato, isooianato^ maleimide, ossidrile» 
fosforamidito, glicidile, imidazoKIe, carbamoile, axudride, bromoacetamfdo, 
cloroacefamido, iodoacetamido, solfoml alogenuro, alogenurc actlico, 
alogenuro aiilico, idrazide, estere succinimidilico^ estere 
idrossisolfosuccinimidico, estere ftalimidico, estere naftialimidico, 
monoclorotriazina, diciorotriazina, piridina mono- o di- aiogeno sostituita, 
diazina mono- o di- aiogeno sostituita, aziridina, estere imidico, idrazina, 
azidonitrofenile, azide, 3-(2-piridilditio)-propionamide, giiossale, aldeide, 
nitrofenil, dinitrofenit, trinitrofenil e -CfeCH; 
M e un controione; e 
Q h una catena polimetinica scelta fira 
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R7 




o 



in cui R? h scelto nel gruppo che consiste di idrpgeno, fluoro, cloro, bromo, 
iocfio, fenossi, tiofenossi, amlino, cicloesilaimno, pindina» -Rg- Y, -O-Rg- Y, r 
S-R«- Y, -NH-Rg-Y, in cui Rg e Y scma come deGmH in preeedenza, e arile 
eventualmente sostituito con uno o piii sostituCTti scelti indipendentemente 
nel gruppo che consiste di -SO3H, carbossile (-COOH), ammino (-NH2), 
caxbonile (-CHO), tiocianato <-SCN), isotiocianato (-CNS), epossi e -COZ 
dove Z rappresenta un gruppo uscente, 

Adatti gruppi uscenti sono ad esempio -CI, -Br, -I, -OH, -ORn, - 
OCORii, in cui Ru 6 atchite inferiore C1-C4 lineare o ranrfficato (ad 
es^pio metile, etile, ^■butile o /-propileX -O-CO-Ar, in cui Ar d arile 
eventualmente sostituito, -O-CO-Het, in cui Het e scelto tra succinimide, 
sulfosuccinimide, fialimide e nafialimide, -NRjzRss* in cui R22 ^ R33 sono 
ciascimo mdip^id^t^i^te ^ua alchile Ci-Cio Imeare o ms^Scato. 

Come sopra utilizzata, I'espressione "atomo di carbonio 
eventualmente sostituito^ indica che tale atomo di carbonio nella catena 
alchilica lineare o nel raggruppamento ciclico di atomi pud essere 
rimpiazzato da uno dei componenti o eteroatomi sopra indicati. 
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Nel proseguo della descrizibne, le cianine aventi un braccio di 
legame alclumlico della |»^sentje mveiKzione illustrate dalla formula (I) 
saranno indicate come ""cianine alchiniliche*'. 

Esempi preferiti di cianine alchiniliche che rientrano netl^anxbito 
della presenfe wv&imime sono: 




Fonnula (la) 




Fonmtla(Ib) 
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Fonnula (Ih) 
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Fonnula (II) 




Fonnula (hn) 




'• 1/ V 




CH3 



Formula Qn) 



in cui Q ed Rs sono come definiti sopra per la formula (I) ed n e un numero 
intero compreso tra 1 e 100. 

Le cianine alchiniliche della presente invenzione sono sintetizzate 
secondo uno schema di reazione che comprende le seguenti fasi: 

1. sintesi del sale di ammonio quatemario alchinilico 

2. sintesi di un secondo sale di ammonio quatemario 

3. sintesi dell'emicianina 

4. sintesi della cianina 

La fase 1 ^ condotta facendo reagire in un adatto solvente, ad esempio 
solfolano, acetonitnle o N,N-dimetilfonnammide, im sistema eterociclico 
azotato con una molecola contenente un triplo legame tenninale per formare 
il sale di ammonio quatemario alchinilico: 




16 



in cui X2, Ri, R4, R6 e W2 sono come definiti per la formula (I), e R9 
h scelto nel gruppo che consiste di ipdio, cloro, bromo, OH, solfato e 
tosilato. 

La fase 2 consiste nella sintesi di un secondo sale di ammonio 
quatemario a partiie da mi secondo sistema eterociclico azotato e da mia 
molecola alchilante R2 — R9 secondo lo schema: 




in cui Xi, R2, R3, R5 e Wi sono come definiti per la formula (1), e R9 
d scelto nel gruppo costituito da iodic, cloro, bromo, OH, solfato, tosilato. 

La fasG 3 pu6 essere condotta sia sul sale di anmionio quatemario 
alchinilico A sintetizzato nella fase 1 sia sul sale di ammonio quatemario B 
sintetizzato nella fase 2. Essa consiste nella reazione di A o B con un 
composto capace di retire con il sale di ammonio quatemario eterociclico e 
generare una catena polimetinica. Esempi non limitativi di tali composti 
sono il trietilortoformiato, la N^-difenilformammide, la malonaldeide 
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dianilide, la piridilmalonaldeide, il trimetossipropene, il cloruro di 
pentatrndimo, la cloromalonaldeide <fiai]ilide e Tacido squarico. Da questo 
passaggio si ottiene iin int^medio detto emicianina. 

La fase 4 h condotta faoendo reagire remicianina ottenuta nella fase 
3 con il sale di ammonio quatemario eterociclico A o B non utilizzato nella 
fiase precedente. Si ottiene come prodotto la cianina alchinilica desiderata. 

In tutte le fasi precedent! le particolari coridizioni di reazione 
dipendono dalle tipologie di reagenti utilizzati nei diversi passaggi e dal 
prodotto finale desiderato. 

Le cianine alchiniliche della presente invenzione sono 
particolarmente adatte per la coniugazione di biomolecoie, in particolaxe 
proteine, nucleosidi, nucleotidi, oligonucleotidi e in generate acidi nucleici 
che contengano basi modificate con un atomo di alogeno (per esempio 
iodic, cloro, bromo) nella posizione 5 delle pirimidine, 8 deUe puiine e 7 
delle 7-deazapurine. 

NelFambito della presente invenzione rientra pertanto anche una 
cianina alchinilica come descritta in precedenza coniugata, attraverso il 
braccio di le^me Rj-C^CH^ con ima biomolecola scelta dal -gmppo ohe 
consiste di nucleoside nucleotidi, oligonucleotidi, acidi nucleici, ad esempio 
DNA, RNA o PNA ("peptide nucleic acid"), peptidi e proteine. 

T^e cianina coniugata con una biomolecola pud essere rappresentata 
dalla seguente formula generate (II): 
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R3. 



> 



I 

-R2 



Q- 



M 




BIOMOLECOLA 



in cui Ri, R2, R3, R4, R5, Re, R7. Xi, Xa, Wi, W2, M e Q sono come definiti 
per la formula (I). 

Con rifeiimento ai aucleosidi, lo schema generale della coniu^izioiie 



e il seguente: 



CIANINA' 




Cul 



(C6H5)2PdCl2 



CIANINA 




Schema 1 
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in cui B ^ una base scelta tra citosina, uracite, guanina, adenina, xandna, 
ipoxantina^ 7-deazaguamiia, 7-deazaadeiiimH T-deaza^saBtiQa^ 7- 
deazaipoxantiBa, Alg 6 un alogeno scelto fta iodio, cloro e bromo, e in cui 
Ri 6 come definito per la formula (I). 

Ndlo Schema 1 precedente, la cianina contenente il braccio 
alchiuilico secondo Tinvenzione d fatta reagire con ralqgeno-derivato di un 
nucleoside. Alogeno-derivati di nucleosidi e nucleotidi sono disponibili in 
commercio oppure possono essere sintetizzati come descritto nel brevetto 
europeo EP0251786B1, 

La reazione t condotta in un adatto sotvente orgmiico anidro, ad 
esempio N,N-dimetilfonnamide (DMF) anidra, ed in presenza di una base 
organica, quale ad esempio trietilammina (N(C2ii5hX e di un composto di 
Pd(0) come catalizzatbre. In altemativa al composto di Pd(0) h possibile 
utilizzare come catalizzatore un composto di Pd(II) (ad esempio 
(C6H5)2PdCl2) e un cocatalizzatore capace di formaie Pd(0) in situ, come ad 
esempio CuL 

La reazione h preferibilmente condotta a temperatura amibiente e per 
un 4^po -di ^kca 8 ^^re.' Trascorso il tempo di reazione, alia miscela di 
reazione viene aggiimta una seconda aliquota di catalizzatore, base organica 
ed eventualmente cocatalizzatore, poi la miscela 6 lasciata reagire nelle 
mectesime condizioni per un tempo ulteriore, preferibilmente cirta 16 ore. 

Lo Schema 1 di reazione si applies anche alia reazione di 
coniugazione di nucleotidi, oligonucleotidi e acidi nucleici (DNA, RNA, 
PNA). 
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In attemaCiva^ il coniugato cianina-nucleoside ottenuto secondd lo 
. Schema 1 pud essere fosforilato ottenendo un coniugato cianina-nucleotide 
trifos&to. La fosforilazione del coniugato cianina-nucleoside pud essere 
condotta ad esempio utilizzando il procedimento di fosforilazione di 
nucleosidi descritto nel bievetto EP0251786B1. 

n coniugato cianina-nucleotide trifos&to e un adatto substrate per la 
DNA polimerasi e pud essere utilizato nelle reazioni di PCR per la 
preparazione di catene di DNA fluorescenti. 

Nell'ambito della presente invenzione rientra anche una cianina 
alchinilica come descritta in precedenza coniugata, attmverso il braccio di 
legame Ri-feCH, con un secondo colorante filuorescente, il secondo 
colorante fluorescente essendo in grade di emettere fluorescenza a 
lunghezze d'onda a cui la cianina alchinilica e in grado di assorbire, oppure 
il colorante fluorescente essendo in grado di assorbire a lunghezze d'onda a 
cui la cianina alchinilica d in grado di emettere (coppie FRET). 

Tale cianina coniugata con un secondo colorante pud essere 
rappresentata dalla seguente formula generale (m): 




M 





COLORANTE 



(HI), 
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in cui Ri, Ri, R3, R4, R5, Ri, R7, Xi, X2, Wi, Wi, M e Q sono come definiti 
sopiaper lafbnnula (I) e COLORAJM^ ^ il secondo colorante. 

Tali coniugati sono ntili quando si desideri avere un sistema 
fluorescent© con uno Stokes shift ampio per avere la massima sepaiazione 
fia la luce di eccitazione e I'emissione. 

La strumentazione bioanalitica ottica utilizza in&tti dei fUtri per 
separare ottimamente la luce eccitante dall'emissibne, ma nel caso di 
fluorofori con Stokes shift piccolo possono esserci delle sovrapposizioni che 
rendono difScile la quantificazione della fluoiescenza emessa. 

Un esempio di coniugato fira una cianina e un secondo coloiante 
fluorescente che forma un fluoroft)ro ad ampio Stokes shift 6 il composto 1- 
.(4-xarbossibutil)-.l%{6r[N,N^Difluoroboril-.l,9A 

dipirril]-es-5.inil>-.3,3,3\3'-tetrametil-5,5'.disulfo indodicarbocianina sale 
di sodio di formula.: 
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Formula (Ilia) 



che e ottenuto fiicendo reagire la l-(4-caTbossibutil)-r--es-5-iml-3,3,3',3 - 
tetrainetil-5,5'-disolfonato indodicarbociamna sale di sodio con la N,N*- 
difluoroboril-l,9Klimettt-5-(4-iodofeiail)-dipir^^ secondo un meccanismo 
analogo a quello descritto per la coniugazione di una cianina alchinilica con 
un alo^no*nucleoside. 

Altri esempi sono coniugati ottenuti facendo reagire cianine 
alchiniliche di fonnula generale (T) con complessi di metalli di transizione 
(MeX quali nitenio, o^o, lenio, iridio, rodio, pladno, palladio, molil)deno 
e tecnezio^ aventi almeno im le^nte eterociclico azotato legato al braccio di 
legame alchinilico della cianina. Leganti eterociclici azotati adatti a tale 
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scopo sono ad esempio 2,2'-bipmdiiia eventuahnente sostituita, 1,10^ 
fCTantrolma eventualmente sostituita, batofenantrolina eventuahnente 
sostituita. Adatti sostituenti per i leganti eterociclici azotati sopra 
menzionati sono ad esempio iodio, cloro, "bromo, fenile, trifluorometile, 
oppure il grappo R5 definite nella fonnnla-ClQ. 

Un esempio specifico non limitativo di im tale coniu^ato e il 
composto l-(4-carbossibiitiI>l'-{6-[(2-2'-bipiridina)2(2-2'bipiridin-4^^^^ 
njtenio(II)]-es-5*infl}-3,3,3%3'-tetiOTietil-5,5'M^ 
indodicarbocianina ioduro: 
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Tate composto d sintetizzato &cendo reagire la cianina alchinilica 
secondo la present© invenzione l-(4-Garbossibutil)-l'-es-5-iiiil-3,3,3%3'- 
tetrainetil-5,5'-disolfonato indodicarbocianina sale di sodio con il composto 
bis(2;2''-bipiridina) (4-iodo-2^^,T>ipmdina) RutenioCH) con una procedura 
analoga a quella delle Schema 1 in cui Talogqao-nudeoside h sostituito dal 
complesso di mtenio. 

Un composto di questo tipo ha propriety ottiche molto interessanti 
che io rendono particolannente utile come tmcciante in applicazioni 
bioanalitiche. 

Ulteriori fomie di realizzazione prefeiite della presente invenzione 
sono le cianine alchiniliche illustrate nella formula (I) in cui utto tm R2, R3, 
R4, R5 ed R6 6 -Rg-y in cui Y e diverso da H e da -OCtt Tali cianine;;^ 
contengono infatti un secondo gruppo fimzionale in grado di legate ^^^J' 
seconda biomolecola, ad esempio una proteina o un peptide. V ' \^',-> 

Le ciamne secondo tale forma di realizzazione prefenta sono ' 
molecole bifunzionali che permettono quindi di coniugare 
contemporaneamente due biomolecole, uguali o different!. 

Nell'ambito della prasente invenzione rientra quindi una cianina 
alchinilica bifunzionale coniugata attraverso il braccio di legame -Ri-feCH 
con una prima biomolecola scelta dal gnq)po che cohsiste di nucleotidi, 
nucleosidi, oligonucleotidi, acidi nucleici, proteine, pepttdi, vitamine ed 
ormoni e attraverso il braccio di legame -R«-Y con una seconda biomolecola 
uguale o dififerente scelta dal gruppo che consiste di nucleotidi, nucleosidi, 
oligonucleotidi, acidi nucleici, proteine, peptidi, vitamine ed ormoni. 

* ' ,1 ^ ' 



.-V' 
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TaTe danina alchinilica bifimzionale coniugata con una prima e una 
seconda biomolecol^ b rappresentata dalla seguente formula ^n^ale (IV): 




BIOMOLECOLA 1 

(IV) . 

in cui Ri, R3, R4, R5, Re, R?, Rs, Xi, X2, Wi, W2, M e Q sono come definiti 
per la formula (I). 

Le cianine alchiniliche bifiinzionali dell'invenzione possono essere 
per esempio utilizzate per preparaie oligonucleotidi fluorescenti coniugati 
con la proteina stxeptavidina, utili per rimpiegp in saggi di riconoscimOTto 
molecolare con amplificazioae del segnale. La streptavidina puo infatti 
legare con un'afiBnit^ molto alta quattro molecole di biotina. Se ogni biotina 
viene coniugata a sua volta con una cianina fluoiescente, il segnale 
fluorescente complessivo rilevabile e cinque volte maggiore, con un 
notevole aumento della sensibilita del saggio. n seguente schema mostra la 
struttura del bioconiugato descritto sopra. 




STREPTAVIDINA 




Gli esempi che seguono, che illustrano la sintesi di alcune foime di 
reailizzazione della presente invenzione, sono fomiti a scopo puramerite 
illustrativo e non devono essere intesi a limitare in alcun modo la portata 
dell'inyenzione. 

Esempio 1- Sintesi di l-efil-l'-es-5-iiiU-3^,3',3'-tetraiiiefil-5,5'- 
disulfonato-indomonocarbociaiiina sale di potassio (cianina WIS 3 suUd 
alchinilXComposto 1) 

a) Sintesi di6-iodo-es-l-ino 

Una miscela di 6-cloro-es-l-ino (10 g, 85.8 mmol) e 71 mL di acetone 
anidcQ ^ nscaldalaaTO^C uLun.hagaa dL'acqua.per 10 min in un pallone 



soimontato da un condensatore a liflusso chiuso da una trappollEi di cloruro 
di caldo. Si addiziona ioduro di sodio (25,8 g, 172 mmol) alia miscela e il 
riscaldamento 6 mantenuto per 22-24 h. La miscela h quiadi raflOreddata a 
tempeiatuia ambiente e concentrata per distiUazione. Si addiziona etere e si 
fUtra il sale inor^nico che precipita H filtrato d versato in un imputo 
separatore e successivamente agitato con una soluzione acquosa di 
bicarbonato di sodio al 10% di sodio bisolfito. Si secca con solfato di sodio 
anidro e si rotoevapora il solvente a pressione ridotta. 

b) Sintesi di N-es-5-mil-2;3^trimet0mdoIeiimia^ 

Una miscela di 2,3,3-trimetil-3H-indolenina-5-solfonato di potassio (5,0 
g, 18,2 mmol), 6-iodo-es-l-ino (22,56 g, 180,2 mmol) e 50 mL di sulfolano 
j& .coUocata in .un pallone sormontato jda .un jcondensatoK .a .riflusso .e 
riflussata a 120*^0 su un bagno d'acqua per 12 h. La miscela di reazione d 
raffieddala a temperatura ambiente e addiizionata goccia a goccia a 800 mL 
di etere dietilico agitato vigorosamente. n prodotto e raccolto su un filtro di 
vetro sinterizzato, lavato con etere e seccato sotto vuoto in un essiccatore. 

c) Sintesi di 2^{(£)^^[acem(fenfl)aimno]vina^ 
ind6lio-5-selfonato di -potesno (emieiaaina) 

In unjpallone da 250 mL si coUocano 3,0^ (8,43 mmol) di N-etil-2,3,3- 
triinetiliiidoleniiu6-5^solfonato, 3,33" g (16,98 mmol) di I4,N- 
dif^lformamide, 6,0 mL di cloruro di acetile e 60,0 mL di anidride acetica. 
La miscela e riscaldata a 120 per 90 miauti. La soluzione arancione d 
rafifreddata Gno a temperatura ambiente e addizionata goccia a goccia a 300 
mL di etere dietflico agitato vigorosamente. n prodotto 6 raccolto su un 
filtro di vetco sinterizzato, lavato con.etete.dietiltco.ed.essiccato. sotto vuoto 



in un essiccatore. n piodotto desiderato fia un massimo di assorbanza in 
metanoloa-378.nm; Laresa d del-97%.^ 

d) sintesi delta cianina IRIS 3 sulfo alchinil 
5,0 g (12;14 mmdl) dieU'enucianina sinletizzata nel passage precedente 6 
coUocata in in pallone da 250 mL insieme a 3,87 g (12,14 mmol) di N-es-5- 
inil-2,3,3-trimetilindoIeninio-5-solfonato, 10,80 mL di trietilammina e 109 
mL di anidride acetica, e riscaldata a 135 X per 2 h. La soluzione rosso 
poipora e raffineddata fino a temperatma ambiente e addizionata goccia a 
goccia a 800 mL di etere dietiUco agitato vigorosamente. n prodotto 
desiderato h raccolto su un fUtro di vetro sinterizzato, lavato con etere 
dietilico ed essiccato sotto vuoto in un essiccatore. 11 prodotto e quindi 
purificato per cromatografia flash.utilizzaiKio-un^a^ mis<^ia 
diclorometano/metanolo da 90/10 a 70/30. La resa 6 del 42 %. II prodotto lia 
il massimo di assorbaxiza in etanolo a 554 mn e il massimo di emissione a 
570nm. 





, , . M » J i .• 
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Composto 1 
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Esempioi; Sintesi di ^-(ciaiiiiia IRIS 3' sulfo alchinU)-2'-deossi- 
eitidina (Composto 2) 

Si collocano 15,6 mg (0,044 mmol) di 5-iodo-2'-deossi-citidina e 1,7 
mg (0,0088 mmol) di CuI in un vial mumto di ancoretta magnetica; si 
aggiungono 83,2 mg (0,131 mmol) di Composto 1 sciolto nella minima 
quantity di NJNf-dimetilfomiamide anidra. Si fe riflussare argon per quindici 
minuti; Si aggiungono 0,012 mL (0,0088 mmol) di N(C2H5)3 e 3,0 mg 
(0,0044 mmol) di (C6H5)2PdCl2 e- si fa riflussare argon per altri quindici 
minuti. Si lascia reagure sotto agitazione a temp^:atura ambiente per otto 
ore. Passato il tempo si aggiungono ancora 1,7 mg (0,0088 mmol) di CuI, 
0,012 mL di N(C2H5)3 e 3,0 mg (0,0044 mmol) di (C6H5)2PdCl2 e si lascia 
risagire . sempre. nelle. stesse .cxmdizioni per .altre .16 .ore. . Si jeffettua -una 
purificazione su colomia MPLC (eluenti: CH3OH, H2O). 

n jproddtto si presenta come un solido polVerulento di colore rosso.. 





Composto 2 

£sempio3. Sintesi di 5-(ciaiiina IRIS 3 sulfo alchiiiil>-2'- 
deossicitidina trifosfoto (Composto 3) 

Si collocano 59 mg (0,071 mmol) di Composto 2 nel pallone di 
reazione, sciogUendolo nel solvente (CH3)3P04 e si fa riflussare argon per 
tutta la duiata della leazione. Si raffiedda la soluzione a -10°C e si 
aggiungono 0.007 ml di POCI3. Si fit agitate per trenia minuti a -10°C, 
quindi si aggimigono altri 0.007 ml di POCI3 e si riporta lentamente a 
tempeiatura ambiente. Dopo 100 minuti dalla seconda aggiunta di POCI3 la 
monofosforilazione lisulta completa. Si percola la miscela di reazione in una 

*• 
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soluzione di Na[NH(C4H7)3F207 in N,N-dimetilfoimaimnide preiafGreddata 
a ~10**C. Dopo 100 minuti la soluzione h addizionata a N(C2H5)3 (0,1 nil) 
sciolta in acqua (1.42 ml) e preraffreddata a O^C. Si agita m ^accio per 15 
minuti e si lascia tutta la notte a 4^C. Si purifica per MPLC a fase inversa. 




Composto 3 

Esempio4w Sinfesi di H^Hrarbo^q^butyO-l'-cs-S-ii^ 
^-disolfonata indodicarbodanina sale di sodio (Composto 4) 

In un pallone da 250 mL si coUocano 2,69 g (8,43 mmol) di N-es-5- 
iniI-2,33-trimetilindoleninio-5-solfonato, 4,84 g (16,98 mmol) di 
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maloiialdeide dianilide (i\r-[(lJ?,2£',4£)-5-amlmopen1a-2,4- 

dienilidenelbenzenanmiio cloruro), 6,0 mL di cloniro di acetile e 60»0 mL di 
anidride acetica. La miscela 6 riscaldata a 120 "^C per 90 minuti. La 
soluzione arancione d raf&eddata fino a temperatura ambiente e addizionata 
goccia a goccia a 300 mL di etere dietilico agitato vigorosamente. II 
prodotto (emicianina) h laccolto su un filtro di vetro sinterizzato, lavato con 
etere dietilico ed essiccato sotto vuoto in un essiccatore. n prodotto 
desiderato ha un massimo di assorbanza in metanolo a 378 nm. La resa 6 del 
97%. 

5,96 g (12»14 mmol) dell^emicianina sintetizzata nel passaggio 
precedente e coUocata in in pallone da 250 mL insieme a 4,41 g (12,14 
nunol) di N-(4-carbossibutil)-2,3,3-trimetilindoleninio-5-solfonato di sodio, 
10,80 mL di trietilammina e 109 mL di anidride acetica, e riscaldata a 135 
"^C per 2 h. La soluzione blu e raf&eddata fino a temperatura ambiente e 
addizionata goccia a goccia a 800 mL di etere dietilico agitato 
vigorosamente. II prodotto desiderato h raccolto su un filtro di vetro 
sinterizzato, lavato con etere dietilico ed essiccato sotto vuoto in un 
essiccatoie. H prodotto e quindi purificato per cromatografia flash 
utilizzando un gradiente di una miscela diclorometano/metanolo da 90/10 a 
70/30. La resa e del 42 %. U prodotto ha il massimo di assorbanza in etanolo 
a 645 mn e il massimo di emissione a 665 nm. 




33 



Composto 4 



EsempioS. Sintesi di l-(4<arbossibutil)-l'-{6-|N^'-DmaoroboriI- 

l^-^imeta-5-(4-iodofenU)-dipirril)-es-5-mil}-3^^^ 

disulfonato indodicarbocianina sale di sodio (IRIS 5 alchinil- 

dimethylBDPY) (Composto 5) 

n Composto 4 e N,N'-Difluoroboril-l,9KJimetil-5-<4-iodofeml)- 
dipirrina sono posti a reagire analogamente alia procedura descritta 
neU'esempio 2. 

Si coUocano 18,6 mg (0,044 mmol) di N,N'-Difluoroboril-l,9- 
dimetil-S-(4*iodofeiiil)-dipinina e 1,7 mg (0,0088 mmol) di Cul in im vial 
munito di ancoretta magnetica; si aggiungono 90,5 mg (0,131 mmol) di 
Composto 4 sciolto nella minima quantita di NJM-dimetilfomiamide anidia. 
Si fa riflussaiie argon per quindici minuti. Si aggiungono 0,012 mL (0,0088 
mmol) di l^QC^Hsh e 3,0 mg (0,0044 mmol) di (C6H5)2PdCl2 e si fa 
riflussare argon per altri quindici minuti. Si lascia reagire sptto agitazione a 
temperatura ambirate per otto ore. Passato il tempo si aggiungono ancora 
1,7 mg (0,0088 mmol) di Cul, 0,012 mL di N(C2H5)3 e 3,0 mg (0,0044 




mmol) di (C6H5)2p<iCl2 e si lascia respire sempre nelle stesse coadiziom per 
altre 16 ore. Si efiettua una pxuificazione su colonna MPLC (eluenti: 
CH3OH, H2O). Si ottiene il composto di Formula 13, II prodotto si presenta 
come un solido polverulento di colore blu. 

£sempio6. Marcatani di DNA framite reaaone di incorporazioiie di 5- 
(danina IRIS 3 sulfo aIciiiiiiI)-2'-deossicHidiiia tiifos&tD mediante PGR 

I coniugati dei nucleotidi sono stati testati mediante PGR 
(Polymerase Chain Reactioii) onde valutame Teflficienza come substrati per 
la polimerasi. Come DNA stampo si d utilizzato un plasmide derivato dal 
vettore commerciale pBluescript n SK (Statagene) al cui intemo e stato 
donate un frammento di cDNA derivato dal gene umano hGATA-3. 
.Utilizzando come primers per ramplificazione del DNA, due 
oligonucleotidi standard T7 (forward primer) e T3 OR^everse primer) si 
genera un frammento della lunghezza attesa di 1000 bp (paia di basi). La 
PGR h stata eseguita utilizzando diverse concentrazioni (da 0 a 50 jxM) di 
nucleotide marcato con la cianina fluorescente contenente il biaccio 
alchinilico, come riassunto nella seguente tabella: 





Cone. 


Cone 






10 


20 


30 


50 








OH- 


C- 












stock 


finale 






mM 


mM 


mM 


MM 


DNA Stampo 




10 ng 


IO Ml 




10 pi 


10 Ml 


10 pi 


10 Ml 


iOxPCRbu£fer 


10 X 


Ix 


5^1 




5h1 


5^1 


5m1 _ 


5h1 


MftCU 


SOznM 


1.5 mM 


I.S11I 


1.5 pi 


1.5 Ml 


1.5 Ml 


1.5 Ml 


1.5 Ml 
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T7 Primer (Fw) 


10 uM 


0.5 mM 


2.5 id 


2.5 111 


2.5 Ml 


2.5 Ml 


2.5 Ml 


2.5 Ml 


T3Druner(Rv) 


10 mM 


0.5 nM 


2.5 ul 


23 id 


2.5 Ml 


2.5 Ml 


2.5 Ml 


2.5 Ml 


d (ACT)P mix 


3.3 mM 


200 mM 


3|il 


3|il 


3m1 


3m1 


3m1 


3m1 


DCTP 


0.5 mM 


variabOe 


20 Ml 


20 Ml 


19 Mi 


18 Ml 


17 Ml 


15 Ml 


5-(daiiina 
IRIS 3 
alchinil)-2'. 
dCTP 


0,5 mM 


variabfle 






Ipl 


2m1 


3m1 


5m1 


TaqDNAPol 


2U/)il 


lU 


0.5 Hi 


0.5 Ml 


0.5 Ml 


0.5 Ml 


0.5 Ml 


0,5 Ml 


H2O 




Qb50 
Ml 


5|il 


15(11 


5m1 


5m1 


5m1 


5m1 



La reazione di PGR d stata eseguita secondo il seguente protocoUo 
strumentale, utilizzando un termociclatOTe iCycler (Biorad): 
STEP 1 (1 ciclo) 



94*'C 4 min 
STEP2(10cicU) 
DeDatunizioiie95°C 1 min 
"Annealing" 60«C Imin 

Abbassa tempeiatura dopo il pnmo ciclo di l.O'^C ad ogni ciclo 
(metodo 'touch-down") 
Estensione 72X 1 min 
STBP3(20cicU) 
Denatucazione95°C 1 min 
"Annealing" 50°C Imin 




Bstensione . 72*'C Imin 
STEP4(lciclo) 

A^'C infinito 

Dopo ]a FCR^ 1/10 di ogoi leazione e stato contcollaio su gel di agaiosio 
0. 8%. La nmaiiente paite h stata purificata tnediaatB kit QIAquidc PCR purificalioa 
(Qiagea) seoondo le istimiQ^ H DNA. d stato poi diluito in 120 jiil di aoqua 

ed analizzato mediaDle spetfiofotometio e fluorimetzo liscontiando le tipiche bande 
di assoibimetito ed emissione della damna. 

EsempioT. Coniagazioiie di HUBS 5 alchinil-dimethylBDPY con il 
peptide bioattivo della proteinchinasi 

II peptide bioattivo inibitore della proteinchinasi (disponibile daUa 
Sigma-Aldrich) utilizzato in questo esempio ha sequenza: Thr Thr Tyr Ala 
Asp Phe lie Ala Ser Gly Arg Thr Gly Arg Arg Asn Ala lie His Asp con il 
gruppo -ISIH2 terminale libero. 

In un pallone ad iin coUo da 50 mL si caricano 29,55 mg 
Composto 5 (IRIS 5 alchinil-dimethyl-BDPY) (0,03 mmol), 12,36 mg di 
Dicicloesilcarbodiimide, 6,9 mg di N-idrossisuccinimide e 3 mL di NJ^- 
dimetilformamide anidra. Si lascia reagire a .70^C per 5 ore. Trascorso il 
tempo, si aggiimge alia miscela di reazione una soluzione del peptide 
bioattivo (133,34 mg in 2 mL di DMF) e si lascia reagire a temperatura 
ambiente per tutta la nottc. Si ottiene il coniugato volute che viene 
purificato mediante cromatografia liquida a media pressione (MPLC). 




li.'i \* 
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RIVENDICAZIONI 
1. Cianina modificata con biaccio di legame alchinilico avente la 
seguente formula generate (T), inclusi i suoi tautomeri di valenza: 




in cui 

Ri d una catena alchilica lineare, satura o insatura, avente da 1 a 30 atomi di 
carbonio, in cui uno o piu atomi di carbonio sono eventualmente sostituiti 
ciascuno da un componente indipendentemente scelto fia un atomo di 
ossigeno o di zolfo, un gnq>po -NH- o -CONH-, o im raggnippamento 
ciclico di atomi di carbonio a 4, 5 o 6 membri, aromatico o non aromatico, 
in cui uno o piii atomi di carbonio sono eventualmente sostituiti ciascuno da 
un eteroatomo indipendentemente scelto fra ossigeno, 2X)lfo, azoto e selenio; 
Wi e Wi sono indipendentemente scelti tra im anello benzenico e un anello 
naftalenico in cui uno o piu atomi di carbonio sono eventualmente sostituiti 
da uno o pii!i eteroatomi scelti fia ossigeno, zolfo, selenio e azoto, oppure 
uno tra Wi e W2 ft assente, oppure entrambi sono assenti; 
Xi e X2 sono indipendentemente scelti nel gruppo che consiste di -0-, -S-, 
-Se-, ^GH3)2, -CH=CH-, -NH-, e 




c 




'CH2)j-CH3 



(CH2)k-CH3 



con j=l-20 e k^l-20; 

R2, R3, R4, R5 ed Rfi sono indipendentemente scelti fra idrog^o, -COOH, 
-OH, -NO2, -OCH3. -SO3H, -SOa", e -Rg-Y in cm Rg d tma catena alchilica 
lineaie, satura o insatuia, avente da 1 a 30 atomi di caibonio, in cui tmo o 
pii!i atomi di caibonio sono eventualmente sostituiti ciascimo da xrn 
components indipendentemente scelto fra un atomo di ossigeno o zolfo, un 
gruppo -NH- o -CONH, o un raggruppamento ciclico di atomi di carbonio a 
4, 5 o 6 membri, aromatico o non aromatico, in cui uno o piii atomi di 
caibonio sono eventualmente sostituiti ciascuno da un eteroatomo 
indipendentemente scelto fra ossigeno, zolfo, azoto o selenio, ed in cvii Y 6 
scelto nel gruppo che consiste di idrogeno, carbossile, carbonile^ ammino, 
sulfidrile, tiocianato, isotiocianato, isocianato, maleimide, ossidrile, 
fosforamidito, g^cidile, imidazolile, carbamoile, anidride, biomoacetamido, 
cloroacetamido, iodoacetamido, solfonil alogenuro, alogenuro acilico, 
alogenuro arilico, idrazide, estere succinimidilico, estere 
idrossisulfosuccininudico, estere ftalimidico, estere nafialimidico, 
monoclorotriazina, diclorotriazina, piridina mono- o di- alogeno sostituita, 
diazina mono- o di- alogeno sostituita» aziridina, estere imidico, idrazina, 
azidonitrofenile, azide, 3-(2-piridil ditio)-propionamide, ^ossale^ aldeide. 



nitrofenil, idinitrdfenil, trinitrofenil e -C^CH; 
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M e un controione; e 

Q d una catena polimetinica scelta fia: 





o 

ia cui R? e scelto nel gruppo che consiste di idrogeno, fluoro, cloro, bromo, 
iodic, fenossi, tiofenossi, aniUno, cicloesilamino, piridina, -Rs-Y, -O-Rs-Y, - 
S-Rs-Y, -NH-Rs-Y, in cui Rg e Y sono come definiti sopra, e arile 
eventualmente sostituito con uno o piA sostituenti scelti indipendentemente 
nel gruppo ,che, consiste di -SO3H, carbossile (-COOH), ammino (-NH2), 




carbonile (-CHO), tiocianato (-SCN), isotiocianato (-CNS), epossi e -COZ 
dove Z rappresenta un gnq)po uscente. 

2. Ciamna secondo la rivendicazione 1» in cui detto gruppo uscente h 
scelto dal gruppo che consiste di -CI; -Br; -I; -OH; -ORu; -OCORn, in cui 
Rn 6 alchile avente da 1 a 4 atomi di carbonio, lineare o ramificato; -O-CO- 
Ar, in cui Ar S arile eventualmente sostituito; -O-CO-Het, in cui Het h scelto 
tra succinimide, sulfosuccinimide» fialimide e naftalimide; -NR22R33> in cui 
R22 e R33 sono ciascuno indipendentemente alchile avente da 1 a 10 atomi di 
carbonic, lineare o ramificato. 

3. Cianina secondo la rivendicazione 1 o 2, in cui uno tra R2, R3, R4, Rs 
ed R^ d -Rg- Y, in cui Y d diveiso da H e da -OCHL 

4. Cianina secondo la rivendicazione 3, scelta dal gruppo che consiste 
di: 




Formula (la) 
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Fonnula (Ig) 
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Fomnila Qm) 




Fonnula (In), 

in cui Q ed Rs sono come definiti nella rivendicazione 1 ed n e un numero 
interotra 1 e 100. 

5. Cianina secondo una qualsiasi delle rivendicazioni 1 a 4, coniugata 
attraverso il braccio di legame -Ri-C^CH con una biomolecola, detta 
cianina coniugata essendo rappresentata dalla fonnula generale (II), inclusi i 
suoi tautomeri di valenza: 
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R2 ^ 



in cui Ri, R2, R3, R4, R5, Re, R7, Wi, W2, Xi, X2, Q ed M sono come definiti 



nella livendicazione 1. 

6. Cianina secondo la rivendicazione 5, in cui delta bioinolecbla h 
scelta dal gruppo che consiste di nucleotidi, nucleosidi, oligonucleotidi, 
acidi nucleici, peptidi e proteine. 

7. Cianina secondo una qualsiasi delle rivendicazioni 1 a 4, coniugata 
attraverso il braccio di legame -Ri-OCH con un secondo colorante 
fluorescente, detto secondo colorante fluorescente essendo in grado di 
emettere fluorescenza a lunghezze d'onda a cui la cianina e in grado di 
assorbire, oppure detto colorante fluorescente essendo in grado di assorbire 
a lunghezze d'onda a cui la cianina h in grado di emettere, detta cianina 
comugata con un secondo colorante fluorescente essendo rappresentata dalla 
foimiila generale (HI), inclusi i suoi tautomeri di valenza; 



BIOMOLECOLA 
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COLORANTE 

(HI) 

in cui Ri, R2, R3, R4> R5, R6, R7, Wu W2, Xi, X2, Q ed M sono come definiti^ . 
nella rivendicazione 1. 

8. Cianina coniugata secondo la rivendicazione 7, in cui detto secondo 
colorante fluorescente e la N,N'-difluoroboril-l,9-dimetil«-5-<4-iodofenil)- 
dipirrina. 

9. Cianina coniugata secondo la rivendicazione 7, in cui detto secondo 
colorante fluorescente h un complesso di un metallo di transizione con 
almeno un legante eterociclico azotato. 

10. Cianina secondo la rivendicazione 3, coniugata attraverso il braccio 
di legame -Ri-OCH con una prima biomolecola scelta dal grappo che 
consiste di nucleotidi, nucleosidi, oligonucleotidi, acidi nucleid, proteine, 
peptidi, vitamine ed oraioni, e attraverso il braccio di legame -Rg-Y con una 
seconda biomolecola uguale o differente scelta dal gnqppo che consiste di 
nucleofidi, nucleosidi, oligonucleotidi, acidi nucleici, proteine, peptidi, 
vitamine e onnoni, detta cianina coniugata con una prima e una seconda 
biomolecola essendo rappresentata dalla fonnula generale (IV): 
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r 

Q- 



M 



BIOMOLECOLA 2 




BiOMOLECOLA 1 



(IV) 



in cui Ri, R3, R4, R5, R^, R?, R«, Wi, W2, Xi, X2, Q ed M sono come defmiti 
nella livendicazione 1. 

1 1. latermedio per la preparazione di una cianina modificata con braccio 
di legame alchinilico di formiila (I) come defmita nella rivendicazione 1, 
detto intennedio essendo lappresentato dalla fonnula generale (A): 





in cui Ri^ R^ R^, X2, W2 sono come de£uiiti nella rivendicazione 1. 
12. Procedimento per la preparazione di un intennedio di formula (A) 
come definito nella rivendicazione 11, comprendente la &se di &r reagire 
un sistema eterociclico azotato di fonnula Ai con ima molecola contenente 
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un triplo legame terminale di fonnula A2 per fonnare un sale di ammonio 
quatemario alchinilico di formula A: 




in cui X2, Ri, R4, e W2 sono come definiti nella rivendicazione 1, e R9 e 
scelto nel gruppo che consiste di iodio, cloro, bromo, OH, solfato e tosilato. * 
13. Uso di una cianina secondo tma qualsiasi delle rivendicazioni 1 a 4 
come marcatore fiuorescente di biomolecole o come quencher. 



Data 



Jlj^^l^l Firma.. 
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